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RESUMEN 
Los rizobios son bacterias del suelo que pueden interaccionar con leguminosas 
específicas y multiplicarse en estructuras radiculares especializadas llamadas nódulos. 
En los nódulos las bacterias realizan la fijación biológica de nitrógeno proporcionando una 
ventaja a estas plantas para crecer en medios pobres en nitrógeno. La relación entre los 
rizobios y las leguminosas es específica y está mediada por diferentes señales químicas 
intercambiadas entre los actores. Una de esas señales son proteínas llamadas efectores, 
que secretan las bacterias al citoplasma vegetal. Se han descritos diferentes sistemas de 
secreción y uno de ellos se denomina sistema de secreción tipo VI (T6SS). Los T6SS 
actúan como nanopistolas y pueden disparar efectores que pueden matar a otras 
bacterias. Este trabajo presenta la importancia del T6SS de Rhizobiumetli Mim1, en la 
simbiosis con judías, leucenas y mimosas y frente a otras bacterias. 
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INTRODUCCIÓN 
Las relaciones entre microorganismos, y, entre éstos y plantas, son gran de relevancia en 
el desarrollo vegetal. En particular se puede destacar el papel de las bacterias 
denominadas rizobios en la agricultura por su aporte de nitrógeno a las plantas de la 
familia Fabaceae (Leguminosae). Los rizobios, habitantes del suelo, fijan nitrógeno 
atmosférico cuando se asientan en estructuras especializadas de las raíces de 
leguminosas llamadas nódulos. El nitrógeno es aprovechado por las plantas a cambio de 
proporcionar fotosintatos a la bacteria. La interacción rizobio-leguminosa es altamente 
específica, es decir, sólo determinados rizobios son compatibles con determinadas 
leguminosas. Entre los determinantes genéticos de los rizobios que intervienen en dicha 
compatibilidad se encontraría la secreción de proteínas desde el rizobio a la célula 
vegetal por un sistema de secreción denominado sistema de secreción tipo VI (T6SS). 
Este sistema se ha descrito inicialmente en patógenos animales y vegetales (Mougous et 
al., 2006, Pukatzki et al., 2006). Las proteínas que se secretan se llaman efectores y se 
ha demostrado que el T6SS actúa también en la competencia entre bacterias (Bernal et 
al., 2017). En este trabajo se presentan los resultados del papel del T6SS de Rhizobium 
etli bv mimosae Mim1 aislado de nódulos de Mimosa affinis y capaz de nodular además 
Phaseolus vulgaris y Leucaena leucocephala (Rogel et al., 2014).  
MATERIAL Y MÉTODOS 
Cepas y condiciones de cultivo de plantas y microorganismos 
La cepa de trabajo es Rhizobium etli Mim1, aislada de plantas de Mimosa affinis en 
México (Rogel et al., 2014). 
Las semillas de Phaseolus vulgaris y de Leucaena leucocephala se desinfectaron con 
lejía al 12.5% tras sumergirse un minuto en etanol para eliminar contaminaciones. Tras 
lavarse con abundante agua estéril se dejaron germinar 3 días a 25ºC en oscuridad. Una 
vez germinadas dichas semillas, crecieron en invernadero en macetas de plástico (Fig. 
1A) con solución Leonard (Vincent, 1970) y en condiciones bacteriológicamente 
controladas, añadiendo 1 ml de cultivo en fase estacionaria por semilla. 
 9 mayo 2017
 
 
 
Se
sió
n C
2 
64 
 
Los cultivos microbianos de rizobios se incubaron a 28ºC en medio YMB (Yeast Mannitol 
Broth; Vincent, 1970) y TY (Triptone Yeast; Beringer, 1974). 
 
Figura 1. Esquema de la estructura de un T6SS en bacteroides de judía. A. Sistema 
de nodulación en condiciones bacteriológicamente controladas. B. Detalle de la 
raíz con nódulos esféricos. C. Dibujo de un corte de nódulo con células vegetales 
infectadas por bacteroides. D. Dibujo de un T6SS en un bacteroide con detalle 
estructural del T6SS. 
 Fuente: propia 
Construcción de mutantes 
La construcción del mutante en el gen hcp se realizó mediante la amplificación por PCR 
de una región interna del gen de interés que se clonó primero en el vector pCR®2.1-
TOPO® y posteriormente en el vector pK18mobSac (Schäfer et al., 1994). La mutación 
se incorporó al genoma mediante recombinación homóloga. La deleción de los genes 
tssA-tagE por un lado y del gen tssM por otro se realizó por amplificación de las zonas 
flanqueantes mediante PCR, que se combinaron con un gen de resistencia a 
espectinomicina que sustituyó la zona delecionada. Las construcciones se obtuvieron en 
el vector pCR®2.1-TOPO® y se continuó como con el mutante en hcp. Todos los 
mutantes obtenidos fueron comprobados mediante PCR. 
 
RESULTADOSY DISCUSIÓN 
El genoma de las cepa de estudio R. etli Mim1 ha sido secuenciado (Rogel et al.,2014) y 
tiene anotada, en el plásmido f no simbiótico, una región de ADN con 28 genes que 
codificarían para un T6SS (Fig. 2) y que consiste en dos operones divergentes. Muchos 
de estos genes codifican para elementos estructurales del sistema de secreción que es 
similar a la nanojeringa que utilizan algunos fagos para inyectar su ADN a bacterias 
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(Silverman et al., 2012). El gen hcp codificaría para un túbulo interno del sistema de 
secreción, los genes tssBC para la envuelta externa de la nanojeringa y otros para 
elementos de anclaje a las membranas (tssAEFGJML) (Fig. 2 A). Entre los dos operones 
del sistema existe una región de 230 pb que contendría una región promotora. Con objeto 
de estudiar las condiciones de expresión de esta región promotora se ha realizado una 
fusión transcripcional a un gen gal delator sin promotor del vector pMP220 (Spaink et 
al. 1987) en las dos posibles orientaciones. Una de las orientaciones  (P1) controlaría la 
expresión de genes como hcp y posibles efectores, y la otra orientación (P2) la  de otros 
genes estructurales. Los resultados mostraron que ambas orientaciones se expresaban a 
altas DO600 (0,8-1) aunque los valores de P1 fueron entre dos y tres veces superiores a 
los de P2. Sin embargo a bajas DO600 (0,1-0,2) la actividad de P1 ser redujo a la mitad y 
la de P2 a niveles del control sin promotor. La región clonada se muestra en la Fig.2A y 
los datos de expresión en la Fig.2B.  
 
Figura 2. Expresión del promotor del T6SS de R. etli Mim1 en medio YMB. 
A. Organización génica. Con un círculo  se señala la posible región promotora 
entre tssA y clpV fusionada al gen lacZ del vector pMP220  en las dos posibles 
orientaciones, P1 y P2. Los genes con trama de puntos son reguladores, los 
rayados posibles efectores y el resto genes estructurales B. Actividades de P1 gris 
claro, P2  gris oscuro y pMP220 negro, a diferentes DO600. 
 Se ha descrito para varios microorganismos que el gen hcp y otros genes estructurales 
son esenciales para formar un T6SS activo (Wu et al., 2012). Para conocer el papel del 
T6SS en simbiosis se han realizado 3 mutantes que afectan a  genes estructurales del 
T6SS de Mim1, uno en el gen hcp, otro en tssM y el tercero es una deleción (tssA-tagE) 
de todos los genes presumiblemente dependientes de P2. Al examinar el fenotipo 
producido en P. vulgaris y L. leucocephala, se observó que los tres mutantes produjeron 
 
Tabla 1. Fenotipo simbiótico de la cepa Mim1 Hcp con judías 
Inóculo Peso de 
nódulos judía 
Peso seco de 
plantas judía 
Control (-)  - 0,415 
Mim1 0,702 1,059 
Mim1  Hcp 0,235 0,392 
 
nódulos blancos y plantas con un porte similar  a plantas no inoculadas, con  menor 
tamaño que las inoculadas con la cepa parental y con un color más amarillento. Las 
imágenes de judías  y leucenas inoculadas con el mutante Hcp se muestran en la Fig. 3 y 
los datos los datos correspondientes al peso de judías y nódulos se recogen en la Tabla 
1. 
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Figura 3 . Fenotipo simbiótico de la cepa mutante hcp de R. etli Mim1 frente a la 
cepa parental. Los resultados se obtuvieron a las 5 semanas post-inoculación. A. 
plantas completas. B. detalle de los nódulos. Sin inoc: control sin inocular. 
 CONCLUSIONES 
 
El T6SS de R. elti Mim1 se induce en vida libre, preferentemente a altas densidades en 
medio YMB. En estas condiciones existe una mayor expresión de los genes transcritos en 
la dirección de clpV que los que lo hacen en la dirección opuesta como tssA. La 
presencia de un T6SS activo en R. etli Mim1 es importante para la nodulación efectiva de 
judías y leucaenas. Puede ser importante conocer el tipo de efectores de un rizobio que 
se seleccione para producirinoculantes efectivos y competitivos que disminuyan el uso de 
fertilizantes químicos.  
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